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 Bakteri asam laktat merupakan mikroorganisme yang berperan sangat penting dalam proses fermentasi tempe, terutama pada proses 
perendaman substrat untuk fermentasi, dan bakteri asam laktat berperan dalam penurunan pH dan menjadi inhibitor bagi mikroorganisme 
yang menyebabkan kontaminan. Penelitian ini bertujuan untuk mengisolasi bakteri asam laktat yang terdapat dalam air rendaman biji 
gude (Cajanus cajan (L) Millsp.) yang digunakan sebagai substrat fermentasi tempe.  Bakteri asam laktat diisolasi dengan metoda 
pengenceran secara pour plate, dan diinokulasikan ke dalam medium deMann Rogosa Sharpe Agar (MRSA). Kemudian karakter 
morfologi koloni dianalisis secara kualitatif. Berdasarkan hasil penelitian menunjukkan bahwa didapatkan dua isolate bakteri yaitu 
bakteri dengan kode  BAR1 dan BAR2,  BAR1 yang diisolasi adalah berbentuk bulat,  memiliki elevasi cembung, tepian licin, berwarna 
putih susu, bentuk sel basil pendek, gram positif, spora negatif, katalase negatif, non motil, menghasilkan gas, reduksi nitrat negatif, 
mirip dengan Lactobacillus sp. Sedangkan isolat BAR2 berbentuk bulat,  memiliki elevasi cembung, tepian licin, berwarna putih susu, 
bentuk sel coccus, gram positif, spora negatif, katalase negatif, non motil, tidak menghasilkan gas, reduksi nitrat negatif,  mirip dengan 
Pediococcus sp. 
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1. Pendahuluan 
Bakteri asam laktat  (BAL) adalah bakteri yang memiliki kontribusi yang 
besar dalam dunia pangan  terutama sebagai  pengawet alami dari suatu produk 
pangan fermentasi.  Penggunaan BAL  dikarenakan bakteri asam laktat disebut 
sebagai food grade microorganisms yang merupakan  mikroba yang tidak 
berisiko terhadap  kesehatan karena tidak menghasilkan  racun berbahaya pada 
pangan melainkan mempunyai fungsi sebaliknya yang baik bagi kesehatan.  Hal 
ini karena bakteri asam laktat dapat menghambat secara alami mikroba patogen.  
Metabolit aktif  yang dihasilkan oleh bakteri asam laktat  yaitu etanol, 
hidroperoksida, bakteriosin, dan asam laktat.  Metabolit yang dihasilkan 
merupakan agen yang dapat digunakan  dalam membunuh bakteri. Salah satu 
yang digunakan sebagai antimikroba yaitu bakteriosin. Dilaporkan bahwa 
bakteriosin memegang peranan paling penting dalam menanggulangi infeksi 
akibat mikroorganisme. Selain itu asam laktat  yang diproduksi oleh BAL  
dapat menurunkan pH lingkungan. pH yang rendah dapat menghambat 
kontaminasi bakteri pembusuk dan juga membunuh mikroba patogen terutama 
yang ada di dalam tubuh.  
Penelitian tentang isolasi  BAL telah banyak  dilakukan terutama  pada 
produk-produk fermentasi  (tape, tempe), namun belum ada yang diisolasi dari 
rendaman biji gude atau kacang turis.  Di Nusa Tenggara Timur  (NTT) biji 
gude atau kacang turis  (Cajanus cajan L.) banyak tumbuh dan cukup 
melimpah. Biji gude pada umumnya toleran terhadap kekeringan, polong tidak 
mudah pecah dan sesuai untuk berbagai jenis tanah, sehingga tanaman gude 
telah dikembangkan di daerah-daerah kering dan tandus. Biji gude juga bisa 
digunakan sebagai substrat fermentasi tempe. Oleh karena itu, penelitian ini 
bertujuan untuk mengisolasi bakteri asam laktat yang terdapat dalam air 
rendaman biji gude (Cajanus cajan (L) Millsp.) yang digunakan sebagai 
substrat fermentasi tempe. 
 
2. Metode 
2.1 Alat dan Bahan 
Bahan yang digunakan untuk membuat tempe adalah: Biji  gude  (Cajanus 
cajan L.) yang berasal dari Desa Binaus Kabupaten Timor Tengah Selatan-
Nusa tenggara Timur. Media pertumbuhan bakteri: Media de Man Rogosa 
Sharpe Agar (MRSA), Media Uji pertumbuhan Bakteri: media yang digunakan 
untuk menguji pertumbuhan bakteri adalah Triple Sugar Iron Agar (TSIA), 
dengan komposisi Triple Sugar Iron Agar (TSIA), Nutrient agar(NA), de Man 
Rogosa Sharpe Broth (MRSB),  Peptone.  
Alat yang digunakan dalam penelitian ini adalah: Laminary air flow 
(Memmert), timbangan analitik (ANDGR-200),  Sentrifuge (Heraeus Sepatect-
Biofuge 13), spektrofotometer (Genesis 20 Thermo Spectronic), Penangas 
(Memmert), pipet mikro 1000 µl (Eppendorf), mikroskop cahaya (Boeco, 
Germany), seperangkat alat gelas (glassware) untuk mengkukturkan bakteri. 
2.2 Pengamatan Keberadaan Isolasi BAL 
Pengamatan keberadaan BAL dilakukan terutama pada proses penyiapan 
biji gude sebagai substrat fermentrasi. BAL diisolasi dari air rendaman biji 
gude melalui pengenceranserimenggunakan akuades steril (seri pengenceran 10-
1, 10-2, 10-3, dan 10-4) dan ditanam secara taburan. Masing-masing suspensi 
pengenceransampel yang dimulai dari10-3 dan 10-4, dipipet 0,1 ml dan 
diinokulasikan ke dalam cawan petri sterilyang kemudian dituangi medium 
MRSA yang sedang mencair (55oC), diratakan, diinkubasi pada suhu 30°C 
selama24–48 jam. Koloni yang tumbuh terpisah dan berbeda diambil secara 
aseptik dan dipindahkan ke medium agar miring untuk pengamatanlebih lanjut 
(makroskopik atau mikroskopik). 
2.3 Karakterisasi BAL 
Karakterisasi bakteri asam laktat dilakukan menurut standar identifikasi 
bakteri (Bergeys Manual Determinative) yang meliputi karakteri morfologis 
koloni dan selular, serta sifat fisiologis. Karakter  morfologi koloni 
(bentuk,warna,tepian, elevasi, ukuran koloni) dan morfologi sel secara 
mikroskopis dengan pewarnaan Gram, spora dan motilitas bakteri, sedangkan  
karakter  fisiologis BAL dilakukan dengan uji katalase, kemampuan tumbuh 
BAL pada berbagai konsentrasi garam ( 0%, 4% dan  6% ) dan suhu (5, 15, 37, 
dan 45 oC). 
a. Pewarnaan Gram (Soetarto, et al., 2009) 
Secara aseptis dibuat lapisan tipis dari suspensi bakteri di atas gelas objek 
dan dilakukan fiksasi pada udara terbuka.  Pada lapisan tipis ini ditetesi zat 
warna gram A dan dibiarkan selama 1 menit, kemudian dibilas dengan air 
dengan cara memegang gelas objek pada posisi miring.  Sisa air yang tertinggal 
pada gelas objek dibuang dan ditetesi dengan Gram B serta dibiarkan selama 1 
menit.  Setelah dicuci kembali dengan air, kemudian Gram C dan dibiarkan 
selama 10-20 detik.  Setelah dicuci sebentar dengan air, kemudian diwarnai 
dengan safranin (gram D) dan dibiarkan selama 10-20 detik. Kaca objek 
selanjutnya dibilas dengan air dan dikeringkan dengan kertas serap (tisu).  
Preparat ini diamati dibawah mikroskop dengan mengunakan lensa objektif 
yang telah diolesi minyak immersi.  Dengan pengamatan secara mikroskopik, 
dapat ditentukan bentuk sel bakteri serta reaksi Gramnya.  Bakteri Gram positif 
akan ditunjukkan dengan warna ungu, sedangkan bakteri Gram negatif akan 
ditandai dengan warna merah atau merah muda. 
b. Pewarnaan Spora (Soetarto, et al., 2009) 
Secara aseptis dibuat lapisan tipis dari suspensi bakteri di atas gelas objek 
dan difiksasi.  Pada lapisan tipis ini ditetesi pewarna hijau malasit dan dibiarkan 
selama 20 menit tanpa pemanasan.  Selanjutnya, preparat dibilas dengan air 
dengan cara memegang gelas objek pada posisi miring dan dikeringkan dengan 
kertas serap ( tissue).  Setelah kering, kemudian ditambahkan beberapa tetes zat 
warna safranin dan dibiarkan selama 30 detik dan dicuci dengan air mengalir 
serta dikeringkan.  Preparat ini diamati di bawah mikroskop dengan 
menggunakan lensa objektif yang telah diolesi minyak immersi.  Dengan cara 
ini endospora yang masih terdapat dalam sel vegetatif maupun spora bebas akan 
berwarna hijaubiru, sedangkan sel vegetatif akan berwarna merah sampai 
merah muda. 
c. Uji Motilitas (Fardiaz 1989) 
Pengujian motilitas bakteri dilakukan dengan cara sebagai berikut: secara 
aseptis dengan menggunakan jarum ose yang lurus bagian ujungnya, isolat 
bakteri ditusukkan ke dalam nutrient broth yang mengandung agar 0,5 % (agar 
lunak). Inkubasi dilakukan pada suhu 35oC selama 2 hari. Bila pertumbuhan 
menyebar, maka bakteri tersebut bersifat motil dan bila pertumbuhan bakteri 
tidak menyebar, hanya berupa garis saja, maka bakteri tersebut bersifat non 
motil. 
d. Uji Katalase (Soetarto, et al., 2009) 
Secara aseptis diambil 1 loop isolat bakteri dan dipindahkan pada gelas 
objek. Preparat tersebut ditetesi dengan larutan 3 % H2O2. Uji positif ditandai 
dengan terbentuknya gelembung-gelembung oksigen yang menunjukkan bahwa 
organisme yang bersangkutan menghasilkan enzim katalase yang mengubah 
hidrogen peroksida menjadi air dan oksigen (Hadioetomo, 1993). 
e. Uji Kemampuan tumbuh pada Berbagai Suhu (Pisol, et al., 2013) 
Kemampuan tumbuh isolat pada berbagai suhu diuji dengan menggunakan  
medium cair (MRSB), diinkubasi pada suhu 5ºC, 15ºC dan 45ºC selama selama 
24- 48jam. Pertumbuhan bakteri dipantau berdasarkan kekeruhan diukur secara 
spektrofotometri (A600nm). 
f. Uji Kemampuan  tumbuh pada Berbagai Konsentrasi Garam (Pisol, et al., 
2013) 
Kemampuan tumbuh isolat pada berbagaikonsentrasi garam diuji dengan 
menggunakan  MRSB yang  ditambahkan NaCl 0%, 4% dan 6,5%, 
diinkubasikan pada suhu 37ºC selama 24- 48jam. Pertumbuhan yang terjadi 
pada bakteri dipantau berdasarkan kekeruhan diukur secara spektrofotometri 
(A600nm). 
g. Uji Reduksi Nitrat (Hadioetomo, 1985)  
Kemampuan isolat bakteri dalam mereduksi nitratdilakukan dengan 
menggunakan, nitrate broth.  Setelah inkubasi pada suhu 37oC selama 48 jam 
pada kultur cair, kemampuan mereduksi nitrat bagi masing-masing isolat 
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bakteri dideteksi dengan membubuhkan tiga tetes larutan asam sulfanilat dan 
tiga tetes larutan dimetil alpa-naphtylamin ke dalam kultur cair tersebut.  
Reduksi nitrat menjadi nitrit, ditandai dengan terbentuk warna merah (reduksi 
nitrat positif). 
h. Kemampuan Fermentasi Gula dan Pembentukan Gas isolat bakteri 
(Soetarto, et al., 2009) 
Uji kemampuan fermentasi dilakukan menggunakan medium triple sugar 
iron agar (TSIA) yang diberi glukosa, sukrosa atau laktosa. Fermentasi gula 
tersebut ditunjukkan dengan adanya perubahan pH medium dengan perubahan 
warna,pembentukan gas darigula sederhana (glukosa) dan produksi H2S.  Isolat 
bakteri diinokulasi pada agar miring TSIA dengan cara menusukannya sampai 
bagian bawah agar kemudian ditarik ke permukaan agar, diinkubasikan pada 
suhu 37oC selama 48 jam.   
Reaksi-reaksi yang terjadi pada medium TSIA adalah jika bagian bawah 
agar agar berwarna merah bagian atas agar berwarna oranye maka tidak terjadi 
fermentasi glukosa, jika bagian bawah agar berwaran kuning, bagian atas agar 
berwarna merah maka terjadi fermentasi glukosa, jika bagian bawah tabung 
kuning bagian atas tabung kuning terjadi fermentasi laktosa dan sukrosa. Jika 
agar terangkat atau pecah maka ada produksi gas.  
 
3. Hasil dan Pembahasan 
3.1 Bakteri Asam Laktat Saat Perendaman 
Bakteri yang berasal dari sampel air rendaman biji gude ditumbuhkan ke 
dalam media MRSA.  Media tersebut merupakan medium selektif bagi 
pertumbuhan bakteri asam laktat.  Untuk mengurangi jumlah populasi mikroba 
yang terdapat dalam media, terlebih dahulu dilakukan pengenceran.  Larutan 
pengencer yang digunakan dalam penelitian ini adalah aquades steril.  Hasil 
isolasi bakteri asam laktat yang diperoleh dimurnikan, kemudian diidentifikasi 
dengan berpedoman Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt et 
al., 1994). Pengamatan pada morfologi koloni meliputi bentuk, tepian, elevasi 
dan warna koloni (Hadioetomo, 1993). Pengamatan morfologi sel yang 
meliputi uji pewarnaan Gram, bentuk sel dan uji motilitas, serta uji sifat 
fisiologis yaitu uji katalase, dilakukan uji pertumbuhan pada suhu dan 
konsentrasi garam (NaCl) berbeda.  
 
                 Gambar 1. Koloni Bakteri Asam Laktat. Ket:  Strain  BAR1= bakteri 
air rendaman koloni 1 
 
Koloni bakteri strain BAR1 (gambar 15) menunjukkan koloni bakteri 
berwarna putih susu, berbentuk bulat, memiliki tepian yang licin serta 
permukaan yang cembung, karakter yang sama juga terlihat pada koloni bakteri 
strain BAR2 (Gambar 16) akan tetapi ukuran koloni keduanya berbeda. 
 
                 Gambar 2. Koloni Bakteri Asam Laktat. Ket: StrainBAR2= bakteri 
air rendaman koloni 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabel 1. Karakterisasi Bakteri Asam Laktat 
 
 Sumber=Bergey’s manual of determinative bacteriology (Holt et al., 1994)*. 
 
Untuk memastikan ada bakteri asam laktat pada air rendaman keping gude, 
dilakukan pengecatan spora, berdasarkan hasil pengecatan spora diketahui 
bahwa isolate bakteri yang diperoleh merupakan bakteri  yang tidak memiliki 
spora (spora negatif), yang merupakan karakter dari bakteri asam laktat, 
selanjutnya dilakuakn pengectan gram  untuk menentukan sifat gram isolate 
bakteri. Hasil yang diperoleh adalah bakteri dengan kode strain BAR1 dan 
BAR2 merupakan bakteri gram positif, yaitu kedua isolat bakteri berwarna 
ungu kebiruan, bentuk bakteri terlihat  BAR1 memiliki bentuk basil pendek 
sedangkan BAR2 memiliki bentuk coccus.  
 
Gambar 3. Morfologi sel bakteri asam laktat  dari air rendaman  keping gude 
( Strain  BAR1=Gram+,  Strain  BAR2=); Bar= 1000µm, pembesaran 
10x100.  
 
Berdasarkan penelitian yang dilakukan uji katalase, didapatkan hasil 
negatif terhadap isolat bakteri uji. Hal ini ditunjukkan dengan tidak adanya 
gelembung udara yang terbentuk pada saat isolat bakteri dicampurkan kedalam 
tetesan H2O2. Pada hasil positif, akan terbentuk gelembung udara saat isolat 
dicampurkan ke dalam zat H2O2. Hal ini merupakan indikasi terjadinya 
pemecahan H2O2 menjadi molekul air dan oksigen yang diperantarai oleh enzim 
katalase. Berikut adalah reaksi pemecahan H2O2 yang terjadi : 
2 H2O2    2 H2O + O2 
  Enzim Katalase 
 
Sifat katalase negatif yang ditunjukkan oleh isolat bakteri uji merupakan 
salah satu karakter kunci bakteri asam laktat. Karakter katalase negatif yang 
dimiliki oleh bakteri asam laktat disebabkan oleh sifat kelompok bakteri asam 
laktat yang merupakan jenis bakteri mikroaerofilik. 
BAR1 
BAR2 
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Lahtinen et al. (2012) menyatakan bahwa bakteri asam laktat mempunyai 
karakter morfologis, metabolis, dan fisiologis tertentu. Bakteri asam laktat tidak 
melakukan respirasi namun bersifat aerotoleran, selnya menghasilkan asam 
laktat sebagai salah satu produk utama fermentasi karbohidrat.Bakteri yang 
dikelompokkan ke dalam bakteri asam laktat merupakan bakteri yang bersifat 
non-motil. Isolat  bakteri ditumbuhkan pada medium MRS semi padat atau agar 
lunak tegak dengan konsentrasi agar sebesar 0,8%. Isolat ditumbuhkan dengan 
cara tusukan. Dari hasil penelitiaan isolat bakteri yang diuji merupakan bakteri 
non-motil. Hal tersebut terlihat dari pertumbuhan koloni yang hanya ada pada 
area sekitar tusukan dan tidak menyebar ke bagian medium yang lain.  
Bakteri asam laktat dapat tumbuh pada konsentrasi NaCl 4% tetapi tidak 
dapat tumbuh pada konsentrasi 6,5 %.  Bakteri ini dapat tumbuh pada suhu 
15°C, dan tumbuh dengan baik pada suhu 37°C namun pada suhu 45°C tidak 
selalu dapat tumbuh dengan baik, hal ini karena kondisi lingkungan sangat 
berpengaruh terhadap pertumbuhan mikrobia, jika suhu terlalu dingin, panas 
atau pun dengan kadar garam yang tinggi akan menciptakan kondisi yang 
ekstrim pada lingkungan pertumbuhan dari mikrobia (Guerra et al., 2007). 
Morfologi koloni terpilih dari BAL isolat BAR1 yang diisolasi adalah 
berbentuk bulat,  memiliki elevasi cembung, tepian licin, berwarna putih susu, 
bentuk sel basil pendek, gram positif, spora negatif, katalase negatif, non motil, 
menghasilkan gas, reduksi nitrat negatif, mirip dengan Lactobacillus sp. 
Sedangkan isolat BAR2 berbentuk bulat,  memiliki elevasi cembung, tepian 
licin, berwarna putih susu, bentuk sel coccus, gram positif, spora negatif, 
katalase negatif, non motil, tidak menghasilkan gas, reduksi nitrat negatif,  
mirip dengan Pediococcus sp. Menurut Ashenafi (1991) bakteri asam laktat 
memberikan kontribusi dalam  proses fermentasi tempe. Bakteri asam laktat 
juga dapat menghilangkan pertumbuhan jamur seperti Aspergillus, Fusarium 
dan Penicillium (Magnusson et al., 2003 ). Pada saat perendaman bakteri asam 
laktat akan berperan sebagai inhibitor sehingga mikrobia yang lain tidak 
tumbuh. Dari hasil penelitian ini, diketahui bahwa pada air rendaman biji gude 
terdapat bakteri asam laktat yang tumbuh, hal ini sesuai dengan Mulyowidarso 
et al (1991) yang melaporkan bahwa BAL memiliki peranan yang sangat 
penting pada saat perendaman, dengan menurunkan pH dan karena itu mampu 
menekan pertumbuhan bakteri pathogen.Penurunan pH biji gude memberi 
kesempatan jamur tempe tumbuh lebih lama dan menjamin kualitas tempe yang 
baik. Karena BAL menjadikan pH biji gude turun sehingga memberikan 
kondisi yang baik bagi pertumbuhan jamur. Menurut Hermana dan Karmini 
(1996) keuntungan lain dari kondisi asam yang disebabkan oleh BAL dalam 
biji adalah menghambat  kenaikan pH sampai di atas 7,0 karena adanya 
aktivitas proteolitik jamur dapat membebaskan amonia sehingga dapat 
meningkatkan pH dalam biji. Pada pH di atas 7,0 dapat menyebabkan 
penghambatan pertumbuhan atau kematian jamur tempe. 
 
4 Simpulan 
Bakteri asam laktat yang berhasil diisolasi adalah isolat BAR1 mirip 
dengan Lactobacillus sp. Sedangkan isolat BAR2 mirip dengan Pediococcus sp 
Bakteri asam laktat berperan penting dalam fermentasi tempe, terutama pada 
saat perendaman biji gude, yang menyebabkan penurunan pH, yang menjadi 
inhibitor bagi mikrobia kontaminan. 
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